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研究成果の概要（和文）：本研究は、ミヤコグサと根粒菌の共生中に産生される活性イオウ分子種（RSS）の分
子構造と代謝メカニズムを解明することを目的とした。RSS産生酵素（シスタチオニンγリアーゼ、システイニ
ルtRNA合成酵素、3-メルカプトピルビン酸硫黄転移酵素）の変異株を用いた解析により、これらの酵素が硫黄代
謝とアミノ酸代謝に及ぼす影響を明らかにした。特に、変異株の着生根粒でRSS量が減少し、共生の安定性が低
下することを発見した。本研究は、根粒共生における硫黄代謝の重要性を再評価し、根粒共生での役割の理解を
深める、新たな知見を提供した。

研究成果の概要（英文）：This research aimed to elucidate the molecular structure and metabolic 
mechanisms of reactive sulfur species (RSS) produced during the symbiotic interaction between Lotus 
japonicus and Mesorhizobium loti. By analyzing mutant strains of M. loti with altered genes for 
RSS-producing enzymes (cystathionine gamma-lyase, cysteinyl-tRNA synthetase, and 3-mercaptopyruvate 
sulfurtransferase), we identified the effects of these enzymes on sulfur and amino acid metabolism. 
Specifically, we found that the amount of RSS decreased in nodules formed by the mutant strains, 
leading to a reduced stability of the symbiosis. This study re-evaluates the importance of sulfur 
metabolism in nodule symbiosis and provides new insights into the role of sulfur metabolism in root 
nodule symbiosis.

研究分野： マメ科植物と根粒菌の根粒共生

キーワード： 活性イオウ分子種　根粒共生　植物微生物間相互作用　硫黄代謝　ミヤコグサ　根粒菌 　活性分子種

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、根粒共生における活性イオウ分子種（RSS）の役割を詳細に検討し、硫黄代謝が共生の安定性に不可
欠であることを示した。これらの結果は、植物と微生物の共生メカニズムの理解に新たな視点を提供する可能性
がある。また、基礎的な情報基盤だけでなく、持続可能な農業技術の開発に貢献する可能性がある。硫黄代謝の
理解が進むことで、低肥料環境での作物生産性の向上や、環境負荷の軽減が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 

マメ科植物は根粒菌と共生窒素固定を行うことで、大気中の窒素ガスから窒素栄養を得るこ
とができる。この共生過程において、「硫黄」は窒素固定酵素（ニトロゲナーゼ）等の共生必須
分子の構成要素として不可欠であることが知られている。しかし、硫黄代謝産物は安定性が低く
分析が困難なため、硫黄のその他の役割や代謝経路については、これまでほとんど明らかにされ
ていなかった。これまで、シスタチオニンγリアーゼ（CSE）、システイニル tRNA 合成酵素
（CARS）、3-メルカプトピルビン酸硫黄転移酵素（3MST）が哺乳動物や微生物における活性イ
オウ分子種（RSS）産生に重要な役割を果たすことが示されている。一方で、植物生理や根粒共
生への関わりや機能は未解明であった。そこで、マメ科のモデル植物であるミヤコグサの根粒共
生系について、最近急速に発展している硫黄分析技術を用いて、RSS 産生酵素がどのように共
生に関与するのか検討し、根粒共生における RSS の役割を評価した。 

 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、「ミヤコグサと根粒菌の共生における活性イオウ分子種（RSS）の役割とそ
の産生メカニズムを理解する」ことにある。具体的には、RSS 産生に関与するシスタチオニン
γリアーゼ（CSE）、システイニル tRNA 合成酵素（CARS）、および 3-メルカプトピルビン酸硫
黄転移酵素（3MST）の各酵素が、共生器官である「根粒」内の硫黄代謝とアミノ酸代謝にどの
ように影響を与えるかを明らかにすることを目指している。 

これまでの研究で、上記の酵素が動物や微生物での RSS 産生に重要な役割を果たしているこ
とは知られていたが、植物、特に根粒共生系における具体的な機能は未解明であった。本研究で
は、これらの酵素の変異根粒菌を用いて、根粒共生における RSS の産生機序とその役割を解析
する。本研究は、根粒共生における RSS の役割に新たな知見を提供し、植物と微生物の共生機
構の理解を深めることも広義の目的としている。 

 

 

３．研究の方法 

本研究は、ミヤコグサと根粒菌の共生過程における活性イオウ分子種（RSS）の役割と生成メ
カニズムを明らかにするため、RSS 産生に関与する 3 つの主要酵素の遺伝子を欠失した変異根
粒菌株を使用した。これらの変異株をミヤコグサに感染させ、野生型と比較することで、共生表
現型、および、RSS 産生、硫黄・アミノ酸代謝への影響を評価した。 

具体的には、以下の方法を実施した。 

 

(1).根粒共生表現型の測定：ミヤコグサに各種変異株を接種し、宿主植物の生長と根粒の数・重
量を測定した。また、アセチレン還元法を用いて、根粒の窒素固定活性を測定した。これらの結
果より、根粒菌の RSS 産生酵素の欠損が根粒共生や窒素固定に及ぼす影響を評価した。 

 

(2).根粒内 RSS 量の測定：RSS 特異的蛍光プローブを使用して、根粒内の RSS 量を簡易的に定
性した。サルフェン硫黄と硫化水素の特異的プローブの 2 種を用いて検討した。これらの結果
より、根粒菌の RSS 産生酵素の欠損が、根粒内 RSS 量に及ぼす影響を評価した。 

 

(3).硫黄代謝産物とアミノ酸の分析：サルファーインデックス解析および高感度質量分析により、
根粒内の硫黄代謝産物とアミノ酸のプロファイルを網羅的に解析した。これらの結果より、根粒
菌の RSS 産生酵素の欠損が、根粒の硫黄代謝およびアミノ酸代謝に及ぼす影響を評価した。 

 

(4).遺伝子発現の解析：RNA-seq およびリアルタイム PCR を使用して、根粒での硫黄・アミノ
酸代謝関連遺伝子の発現レベル、および、共生関連遺伝子の発現レベルを測定した。これらの結
果より、根粒菌の RSS 産生酵素の欠損が、根粒内の代謝全般に及ぼす影響と共生安定性に及ぼ
す影響を、遺伝子発現の観点から評価した。 

 

上記の方法を介して、RSS が根粒共生においてどのような役割を持っているのか検討した。
また、共生根粒菌の RSS 産生酵素が、それぞれ根粒内での硫黄代謝とアミノ酸代謝にどのよう
に寄与しているかを詳細に評価した。 

 
 
４．研究成果 
本研究は、ミヤコグサと根粒菌の共生における活性イオウ分子種（RSS）の役割を解明するた

め、シスタチオニン γ リアーゼ（CSE）、システイニル tRNA 合成酵素（CARS）、および 3-メ
ルカプトピルビン酸硫黄転移酵素（3MST）の各酵素に焦点を当て、それぞれの変異根粒菌を用
いて詳細な解析を行った。以下に各変異株についての研究成果を示す。 



 

(1). シスタチオニン γリアーゼ（CSE） 

cse 変異株が感染した根粒は、窒素
固定活性が低く、早期に老化すること
が観察された。また、長期間生育した
場合、宿主植物の生長が野生株接種時
と比べ矮小化した。この結果は、根粒
菌の CSE が正常な根粒共生の成立と
維持に不可欠であることを示してい
る。また、cse 変異株の感染した根粒
では、RSS 産生量が著しく減少し、同
時に、活性酸素種（ROS）の蓄積量が
増加していた。RSSは強い抗酸化活性
を持つことから、RSSの減少に伴い根
粒内で ROS 量の増加が誘導された可
能性が示唆された。サルファーインデ
ックス解析により、cse 変異株が感染
した根粒の硫黄代謝産物を網羅的に解析した結果、複数の硫黄化合物の量が野生型と比較して
大きく変動していた。特に、RSS の前駆体となる硫黄化合物が減少しており、CSE が硫黄代謝
全般において重要な役割を果たしていることが示された。また、主要な RSS であるシステイン
パースルフィドとグルタチオンパースルフィドの量が大幅に減少しており、共生根粒菌の CSE

がこれらの RSS の産生に直接的に重要な役割を果たしている可能性が示された（図１）。リアル
タイム PCR による遺伝子発現解析では、cse 変異株が感染した根粒において、根粒老化に関与
する複数の遺伝子の発現量が上昇していることが確認された。これにより、CSE が共生の安定
性に寄与することが示唆された。これらの結果から、根粒菌の CSE が根粒内の RSS 産生に機
能しながら、正常な共生窒素固定の確立に寄与していることが分かった。さらに、ミヤコグサを
CSE 阻害剤で処理することで根粒共生の初期段階が阻害されたことから、根粒菌だけではなく
宿主植物の CSE も共生確立に重要な役割を持っている可能性が示唆された。上記の成果をまと
め、Microbes and Environments 誌に投稿した。 

 

(2). システイニル tRNA 合成酵素（CARS） 

cars 変異株を用いた解析でも、根粒内の RSS 量が著しく減少することが確認された。特に、
cse 変異株と同様にシステインパースルフィドとグルタチオンパースルフィドの量が大幅に減
少しており、CARS がこれらの RSS 産生に重要な役割を果たしていることが示された。また、
cars 変異株が感染した根粒は窒素固定活性が低く、宿主植物であるミヤコグサの生長も野生株
感染時と比べ矮小化した。同時に、根粒サイズが小さく重量も軽いことから、根粒器官の発達に
も関与している可能性が示唆された。さらに、cars 変異株が感染した根粒も cse 変異株と同様
に早期に老化することが観察された。これらの結果から、CARS が共生の確立から共生維持まで
の幅広い過程で不可欠であることが示された。高感度質量分析により cars 変異株が感染した根
粒のアミノ酸プロファイルを解析した結果、すべての含硫アミノ酸量が減少していた。さらに、
サルファーインデックス解析により、根粒の硫黄代謝産物のプロファイルを解析した結果、ほと
んどの硫黄化合物量が野生株感染時と比べ減少していた。RSSや RSS 前駆体となる硫黄化合物
も多くが減少しており、根粒菌の CARSが RSS 産生を含む硫黄代謝全般において重要な役割を
果たしていることが示された。RNA-seq による遺伝子発現解析の結果、cars 変異株が感染した
根粒では、硫黄代謝に関与する複数の遺伝子の発現レベルが低下していることが確認された。こ
れより、根粒菌の CARS の根粒内硫黄代謝への寄与が、遺伝子発現の観点からも明らかとなっ
た。これらの結果から、根粒菌の CARS もまた、CSE と同様に根粒内の RSS 産生に機能しな
がら、正常な共生窒素固定の確立に寄与していることが分かった。また、硫黄代謝産物の変動パ
ターンや遺伝子発現、共生表現型の違いから、CARS と CSE の違いも明確となった。上記の成
果は、既にデータのとりまとめが完了しており、投稿準備中である。 

 

(3). 3-メルカプトピルビン酸硫黄転移酵素（3MST） 

3mst変異株を用いた解析により、根粒内の RSS 産生量が減少することが確認された。特に、
cse および cars 変異株と同様にシステインパースルフィドとグルタチオンパースルフィドの量
が減少しており、3MSTがこれらの RSSの生成にも重要な役割を果たしていることが示された。
また、3mst変異株が感染した根粒も窒素固定活性が低かった。これにより、根粒菌の 3MSTが
正常な共生窒素固定に必要であることが示された。サルファーインデックス解析により、3mst
変異株が感染した根粒の硫黄代謝産物を解析した結果、複数の硫黄化合物の量が野生株と比較
して変動していた。硫黄化合物量の変動パターンは cse および cars 変異株と似ているものの、
独立した点も有していた。3mst変異株を用いた実験では、RNA-seq などの網羅的な遺伝子発現
解析を実施できておらず、今後の課題である。遺伝子発現の変動パターンを cse および cars 変
異株と比較することで、各 RSS 産生酵素の共通点および相違点をより詳細に検討することが可
能になると考えられる。 



 

(4). 結論 

本研究により、根粒菌の CSE、CARS、
3MST の各酵素がミヤコグサの根粒共生
において重要な役割を果たしていること
が明らかとなった。これらの酵素が欠損す
ることにより、根粒内でのアミノ酸代謝お
よび硫黄代謝に異常が生じ、RSS 産生量
が減少し、結果として根粒の窒素固定活性
低下や早期老化が誘導されることが示さ
れた（図２）。RSS 産生量や硫黄代謝の変
化が共生に及ぼす影響の詳細な解明につ
いては今後の課題であるものの、本成果
は、RSS が根粒共生の確立と安定性の維
持に必要であることを示している。 
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